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© Trager fur Analyttestimmungsverfahren und Verfahren zur Herstellung desTragers 

© Es wird ein Traj^r fur Analytbestimmungsverfahren 
angerjeban, Untfasafid oine Vielzahl von Kanalon, insbo- 
sondere KapillarkaiJJen, wobei in den Kanalen eine Viel- 
zahl von untorsctotdlichen Rezeptoren, insbesondero 
durch Belicntung, mmobilistert ist. Ferner wird ein Ver- 
fahren zur Hersteljjng eines solchen Tragers beschrie- 
ben. 
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Beschreibung 
1. Anwcndungsgcbict der Erfindung 

1.1 Hintcrgrund s 

Fiir die Grundlagcnforschung in den Biowisscnschaften 
und fiir die medizinische Diagnostik sowie einige andere 
Disziplinen ist die prazise Detektion biologisch rclevanier 
Molekule in definiertem Untersuchungsmaterial von heraus- io 
ragender Bedeuiung. Dabei liegt die genetische Information 
in Form eincr enormen Viclfalt von unterschiedlichen Nu- 
kleinsaurescquenzcn vor, der DNA. Die Realisation dicser 
Information fiihrt iiber die Herstellung von Abschriften der 
DNA in RNA meist zur Symhesc von Proteinen, die ihrer- 15 
seits haufig an biochemischen Reaktionen betciligt sind. Se- 
kundar wcrden dadurch zahlreiche organischc, teils nieder- 
molekulare, Verbindungen auf- und abgebaut. 

Die Detektion von bestimmtcn Nukieinsauren und die 
Be st i mm Ling der Ablblgc der vicr Bascn in der Kctte der 10 
Nukleotide (Sequenzierung) liefert wcrtvolle Daten fur For- 
schung und angewandte Medizin. In der Medizin konnte in 
stark zunehmendem Masse durch die in vitro-Diagnostik 
(IVD) ein Instrumentarium zur Bestimmung wichiigcr Pa- 
tientenparameter cntwickelt und dem behandelnden Arzt zur 25 
Vcrfugung gcstcllt werden. Fiir viele Erkrankungen ware, 
eine Diagnose zu einem ausreichend friihen Zeitpunkt ohne 
dieses Instrumentarium nicht moglich. Hier hat sich die ge- 
netische Analyse als wichtiges neues Verfahren ctabliert 
(z. B. Infektionskrankheiten wie HIV und HBV, genetische 30 
Predisposition fur bestimmte Krebsarten odor andere Er- 
krankungen, Forcnsik), In enger Vcrzahnung von Grundla- 
genforschung und klinischer Forschung konnten die mole- 
kularcn Ursachen und (pathologischen) Zusammenhange ei- 
nigcr Krankheitsbildcr bis auf die Ebene der geneuschen In- 35 
formation aufgcklart wcrden. Dicsc Entwicklung stcht allcr- 
dings noch am Anfang, und gerade fur die Umsetzung in 
Therapiestratcgien bedarf es stark intensivicrtcr Anstrcn- 
gungen. Insgesamt haben die Genomwissenschaftcn und die 
darntt verbundene Nukleinsaureanalytik sowohl zum Ver- 40 
standnis der molekularcn Grundlagen des Lebens als auch 
zur Auflclarung sehr komplexcr Krankhettsbilder und patho- 
logischer Vorgange enorme Beitragc geleistet. Darilber hin- 
aus liefert die genetische bzw. gentechnische Analyse be- 
reits heute ein breites diagnostisches Mcthodcnspektrum. 45 

Die weitere Entwicklung in der medizinischen Versor- 
gung wird durch die Explosion der Kosten belastet. die mit 
entsprechend aufwendigen Verfahren verbunden sind. Hier 
muB nicht nur auf die Realisation der Mbglichkeiten an dia- 
gnostischem und therapeutischem Nutzen gedrangt, sondern 50 
auch cine Integration in ein tragfahiges, finanzierbares Ge- 
sundheitssystem vorangetricben werden. 

Eine Anwendung entsprechender Technologien in der 
Forschung kann ebenfalls nur dann in breitem Umfang und 
auch irn akademischen Bereich erfolgen, wenn die damit 55 
verbundenen Kosten reduziert werden. 

1.2 Bedarf _ 

Die Entwicklung der Genomwissenschaften und die Ent- 60 
schliisselung des Erbgutes stehen noch am Anfang der Ent- 
wicklung, ebenso die Realisation des diagnostischen Poten- 
tials einer geneuschen bzw. gentechnischen Analyse. Die 
bisher etablierten Verfahren sind meist arbeitsaufwendig 
und relativ ineffizient, was sich in Kosten und Kapazitat 65 
z. B. an Informationsgewinn niederschlagt. Wichtigste 
Neuerung ist die Entwicklung von sog. Oligonukleotid-Ar- 
rays, bei denen eine sehr groBc Anzahl von relativ kurzen 
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Oligonukleotiden dcfinicrter Scquenz auf einer festcn Ma- 
trix (meist Sihzium) angekoppelt sind und dadurch fUr eine 
parallelc Hybridisicrung komplementarcr Scqucnzcn im 
Untersuchungsgut zur Vcrfugung stehen. Die aufwendige 
Herstellung und der hone Preis lasscn die Vermarktung als 
Massenprodukt zum gegenwartigen Zeitpunkt aber nicht zu. 

1.3 Anwendungsfelder 

- In vitro Diagnostik und klinische Diagnostik 
Durch deutlich preiswertcre Systeme soil die Anwen- 
dung in der Routine moglich werden, z. B. fiir 

- Infektionskrankheiten (HIV, HBV etc.) und de- 
ren Subtypen. 

- Onkologie (Tumorfriiherkennung, Tumorklas- 
sifizierung, z. B. Typ und Status), 

- genetische Predisposition 

- Biologische Grundlagcnforschung, insbesonderc 
Genomik Erfassung von sehr vielen Mefipunkten im 
untcrsuchten System, z. B. alie cxpnmiertenGcne;dar- 
aus wird sich cin enormer Erkcnnmisgewinn in der bio- 
logischcn Grundlagcnforschung (Emwicklungsbioio- 
gie, Stammzellkultur, Tissue-engineering, Transplanta- 
tionsmedizin. Regeneration) ableiten. der auch zu 
wichtigen Durchbriichen in der Biomedizin und zu ent- 
sprechenden Anwendungcn fiihren wird. 

- Forensik 

Wic fiir die Vcrwendung von DNA GenChips der 
Firma Afrymcirix gczcigt wurde (Science 280: 
1077-1082) kann durch entsprechende biochemische 
Rahmenbcdingungen in der Hybridisicrung zwischen 
Punktmutationcn in der Basenabfolge unterschicden 
werden. Mit dem hier beschricbenen System ist damit 
ein breit angclegtes Screening moglich. 

- Lebensmittelanalytik Durch diese Erfindung sollte 
das raschc, kostcneffektive Anaiysieren von Lcbcns- 
mitteln z. B. auf das Vorhandenscin bestimmter Gene 
hin moglich werden. 

- Screening von medizinischen Produkten 
Die Herstellung z. B. von Blutpraparatcn ist immer 
noch mit einem hohen Aufwand fiir die Sicherheitsvor- 
kehrungen zur Reinheit verbunden. Ein Zeit- und ko- 
steneffektives Screening solcher Proben wird mit dic- 
ser Erfindung moglich werden, um z. B. cine Kontami- 
nation mit infektiosem Material zu verhindem (HIV, 
HBV etc). 

2. Stand der Technik 

Bei BioChips handelt es sich um miniaturisierte hybride 
Funktionselemente mit biologischen und technischen Kom- 
ponenten, z. B. an der Oberflache immobilisierte Biomate- 
rialien, die als spezifische Interakiionspartner dienen kon- 
nen (z. B. DNA-Oligonukleotide) und eine Silizium Matrix. 
Meist sind diese Funktionselemente in Reihen und Spalten 
angeordnet, man spricht dann von BioChip arrays. Da tau- 
sende von biochemischen Funktionselementen auf dem Bio- 
Chip angeordnet sein konnen, mussen diese mil mikrotech- 
nischen Methoden hergestellt werden. 

Vor allem in den USA wird die Entwicklung von miniatu- 
risierten BioChips mit enormen Mitteln vorangetrieben. Die 
wichtigsten in diesem Umfeld tatigen Firmen sind im fol- 
genden aufgelistet: 

Affymetrix, Beckrnan Instruments, Blue Chip Biosy- 
stems, Caliper Technologies, Cura-Gen, Genometrix, Gene 
Trace Systems, Hyseq, Incyte Pharmaceuticals, Molecular 
Tool, Nanogen, Pharmacia, Synteni, Third Wave Technolo- 
gies, Vysis. 
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Bishcr bekannte BioChips lassen sich nach folgcndcn 
Kritcrien klassifizieren: 

- Nachweisprinzip: 

- Chromatographische Verfahrcn 

- Interaktion von Analyten mil fesicr Phase, meist im- 
mobilisiertcr Interaktionspartner (z. B. Hybridisierung 
von Nuklcinsauren an DNA-Oligonukleotide). 

- Dctektions verfahrcn (optisch, clekirisch). 

- Markerbasiert (z. B. Absorption, Fluoreszcnz 
odcr Lumineszenz) oder markcrfrcie Nachwcis- 
vcrfahrcn (Lichtcrzeugung zum Reaktionsnach- 
weis). 

- Zuordnung des Anaiyicn zu seincrn Trager 
[Festphase] 

(ARRAY mil mchr ats cincm iminobilisierten In- 
teraktionsparlner pro Trager oder SINGLE niit 
nur cincm iminobilisierten Intcraktionspartner pro 
Trager). 

- Herstcllungsverfahrcn fz. B. Oligonukleotide 
diroki auf dem BioChip lichtaktiviertsynthetisie- 
rcn, fertig symhetisicrte Oligonukleotide spotlcn. 
Beads oder Tubes beschichtcn). 

- Tragcrarten (Glas-Chips, KunsisiulT-Chips. 
Mikrotiterplatten, Tubes oder Beads). 

- Presentation zurDetcktion (scriell, parallel). 

- Optische Detektion (scriell im Scanner oder 
parrallet mit ciner CCD-Kainera). 

Untcr den aufgcfiihrten Firmen verwendet lediglich Aflfy- 
ineirix das Prinzip der Photolithographic fiir cine "high den- 
sity" Erzeugung von DNA-Arrays auf ciner planarcn Ober- 
flachc, wodurch sic die Parallelisierung der Detektion von 
Oligo-Sequcnzcn mit Abstand weitestcn voran gctrieben ha- 
bcn. 

GcnChip von Affymctrix Inc., Santa Clara, Kalifornien: 

- Neuartigc in situ Synthese von DNA-Oligonuklcoti- 
den auf planaren Chips in hoher Dichte (Juli 98: bis 
64.000 unterschicdlichc Oligos auf 1 cm 2 ). 

- Hers tellungs verfahrcn basiert auf der in der Halblei- 
tcr- Industrie verwendeten und optimierten Photolitho- 
graphic, wobei eine lichtaktivierbare Bindung von 
Oliogos an die Chipobcrflachc, sowic an bercits vor- 
handene Oligos, verwendet wird. 

- Herstellungsdauer betragt aufgrund ciner Vielzahl 
von Verfahrensschritten mehrerc Stunden. 

- Scrielle optische Detektion des planaren Chips in ei- 
nem Fluorescensscanner. 

- Hybridist erungsdauer der Probe auf eincm Chip ca. 
1.5 Stunden. Erste Produkte (Sequenzierchip ftir T\i- 
mormarkcr p53 Exons 2-11, Brustkrebsgen BRCAl 
Exon 11, HIV Gene Chip). 

- Kosten zur Zeit im Bereich rnehrcre hundert Dollar 
fiir einen GenChip, dazu wird noch die Detektionscin- 
heit benotigt. 



3. Gegenstand der Erfindung und damit geloste Aufgabe 

Gegenstand der Erfindung ist ein Trager nach Anspruch 1 
(nachstehend auch als BioChip oder FCC-Chip bezeichnet) 
fiir Analytbesdmmungsvcrfahren, umfassend eine Vielzahl 
von Kanalen, insbesondere KapiUarkanalen, wobei in den 
Kanalen eine Vielzahl von unterschiedlichen Rezeptoren 
immobilistert ist. Die Kanale sind vorzugsweise Mikroka- 
nale mit einem Querschnitt im Bereich von 10 bis 1000 pm. 

Bevorzugte Ausgestaltungen des Tragers sind Gegen- 



stand der Anspriiche 2 bis 4. Vorzugsweise cnihah der Tra- 
ger deftniertc Fliichenberciche mitjeweils gleichen Rczept- 
orspezics. Die Kanale sind vorzugsweise auf mindestens ci- 
ner Tragcrobcrflachc angeordnet. Die Rezeptoren sind ins- 

5 besonderc aus Nuklcinsauren und Nuklcinsaurcanaloga aus- 
gewahlt. Der Trager ist vorzugsweise zumindest im Bereich 
der Kanale optisch transparent. 

Gegenstand der Erfindung ist fcrner ein Verfahrcn nach 
Anspruch 6 zur Herstcilung eines Tragers der vorstchend 

to genanntcn Art, umfassend die Schritte: 

(a) Bercitstcllcn eines Tragerkorpers umfassend min- 
destens einen Kanal. 

(b) Leiten von Fliissigkeit mit Bausteinen fiir die Syn- 
[5 these polymerer Rezeptoren durch den Kanal odcr die 

Kanale des Tragerkorpers, 

(c) oris- oder/und zeitspezifisches Immobilisieren der 
Rezeptorbausteinc an jeweils vorbestimmten Positio- 
ncn in dem Kanal oder in den Kanalen und 

:o (d) Wicderholen der Schritte (b) und (c) bis die ge- 
wiinschtcn Rezeptoren an den jeweils vorbestimmten 
Positioned symhetisiert worden sind. 

Bevorzugte Ausgeslalluugen des Verf alliens sinil Gcgen- 

25 stand der Anspriiche 6 bis 18. Das Immobilisieren erfolgt 
gemaB ciner besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
durch Bclichtung. Vorzugsweise erfolgt der Aufbau des Re- 
zcpiors am Tragcrkorper durch mehrerc aufeinanderfol- 
gende Immobilisicrungsschritte von Rezeptorbausteinen. 

30 Der Trager nach der Erfindung findet vorzugsweise in einem 
Verfahren zur Bestirnmung von Analytcn in ciner biologi- 
sclicn Probe Verwcndung. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein neucr Tra- 
ger (im folgenden "BioChip") als Basis fiir die Verwcndung 

35 der photolithographischen Synthese einzclncr Bascn (G, A, 
C und T) oder ganzcr Oligonukleotide (Bascn-Sequenzcn) 
zur Bildung einer hochparallelcn. -pl:in:iren und -dichtcn 
Anordnung (Array) dieser Oligonukleotide in einer festen 
Tragermatrix (Chip). 

40 Der neue BioChip, der "Fraktal Capillary Chip - FCC", 
besteht vorzugsweise aus einer Struktur aus Mikrokanalen, 
z. B. Kapillarcn in einem durchsichtigen, flachen Korper. 
Die flilssigen EinsatzstolTc werden bei der DNA-Chipsyn- 
thcsc t durch die Kapillarcn im Chip gefuhrt und binden, lo- 

45 kal lichtaktiviert. an den Kapillarwanden. Damit werden die 
technischen Vorraussctzungcn fiir cine schnelle, emzicnte 
und damit kostcngunstige Herstellung von BioChips ge- 
schafFcn. was den breiten Einsatz dieser BioChips ermogli- 
chen wird. Dichte und Parallelitat liegen in der gleichen 

50 GroBenordnung wie bei Konkurrenzprodukten (z. B. Gen- 
Chip von Affymetrix), mit mehrcren hunderttausend defi- 
nierten Oligonukleotiden auf einem Trager. Der Vorteil der 
□euen Chips liegt in den giinstigeren physiko-chemischen 
Eigcnschaften der Stromungs- und Benetzungsvorgange in 

55 den Kapillaren im Vergleich mit einer einheitlichen Oberfla- 
che. 

Die Chip-Produktion besteht aus der Erzeugung des Tra- 
gerkorpers aus einem geeigneten, lichtdurchlassigen Mate- 
rial sowie dem biochemischen Beschichtungsvorgang 

60 (coating) der Wande der cinzelnen Kapillaren so daB an- 
schlieBend die Oligonukleotide in den Kapillaren symheti- 
siert werden konnen (labeln). Hierbei werden in den einzel- 
nen Kapillaren im Chip, mittels Photoaktivierung durch eine 
geeignete Lichtquelle einzelne Basen oder ganze Basen-Se- 

65 quenzen (Oligos) ortsspeziflsch angeiagert. Dadurch entste- 
ben in jeder Kapillare eine Vielzahl an MeBpunkten (spezi- 
fische Bindungs- bzw. Hybridisierungsstelien), wobei jeder 
MeBpunkt aufgrund seiner individuellen Basen-Sequenz- 
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Kombination fiir die Hybridisiemng und anschlieBendc De- 
tektion eines spezifischcn DNA-Fragmentcs dient. Die 
MeQpunkte sind in einer Dimension des planaren Chips 
durch die Wande der Kapillaren von einander getrennt und 
entlang der einzelncn Kapillaren wird zwischen zwei be- 
nachbarten MeBpunkten bei der photoaktivierxen Bindung 
ein emsprcchender Freiraum gclassen. Es entstcht ein hoch 
paralleled hoch integrierter MeBpunkt-Array (DNA-Chip- 
Array). Aufgrund der Moglichkcit des Multiplexcns von 
Oligo-Scquenzcn und parallelen Kapillaren (Details siehe 
Kapitel 5) ist eine Reduktion der Herstellzeiten auf 1/4 bei 
der Verwendung cinfacher Basen, 1/8 bei Dinukleotiden und 
auf 1/16 bei Trinukleotiden durch entsprechendes Multiple- 
xing der Oligos (Einsatzstoffe) und der zu benetzenden Ka- 
pillaren moglich. Damit wird auch cine flexible Anpassung 
an Kundenwiinsche, der "massgeschncidcrte" BioChip, 
moglich. 

Fur die Analyse wird das Uniersuchungsinatcrial (z. B. 
DNA, RNA in Losung) durch die Kapillaren gefiihrt und er- 
halt Gclcgenhcit zur Hybridisicrung an komplemcntare 
Strange, sofern diese vorhanden sind. Zur Detektion und 
Auswertung der jewciligcn DNA-Hybridisicrung werden 
hochuuflosende, parallele CCD-Chips verwendet. Das 
Lichtsignal wird durch ein geeignctcs Nachweisverfahrcn 
(Stand der Technik) erzeugt. Es sind aber auch neue Detek- 
tion sverfahrcn anwendbar. Bei der Detektion kann auf op- 
tisch abbildcnde Linsensysteme verzichtet werden, wenn 
die GrbBc der Kapillaren so gcwahlt wird, daB jeder McB- 
punkt eine ausreichende Anzahl Pixelelemente des Farb- 
CCD-Chips iiberdeckt. Durch diese dirckte Nutzung (kcine 
Optik) hoch paralleler CCD-Matrix Chips mil einer groBen 
Anzahl (derzeit 8 Mio. Farbpixcl pro 1 cm 2 ; Stand der For- 
schung: 30 Mio. Farbpixel pro 1 enr) an Pixeln (optischen 
Sensoren) ist es moglich eine Viclzahi von Lichtsignalen 
parallel zu detcktiercn (siehe BioScanner der Finna Genorn- 
etrix). Darnit wird vcrsucht, auch bei der Deiektionseinhcit 
statt teurer optischcr Anordnungen auf ein in groBer Sliick- 
zahl und zu niedrigen Preis gefertigtes High-Tech Produkt 
zuriickzugreifen. - 

Die Erfindung deckt somit folgende Anforderungcn in der 
klinischen DNA-Diagnostik ab: 

- Eine Vielzahl an simultan besummbaren DNA-Se- 
quenzen (crrcicht durch hoch integriertc, miniaturi- 
sicric FC-Chips und eine hochaufldsende optischc De- 
tektion). 

- Kostengunsuge Tests (Multiplexing in der Produk- 
tion [s.o.], billige "Disposablc"-Chips zum Beispiel aus 
SpritzguB, einer schnellen Synthese bei der Produktion 
und eine schnelle Hybridisiemng bei der Analyse auf- 
grund kleinerer Volumina und giinstiger Benetzungs- 
vorgange, der Reduktion der Einsatzstoffe durch die 
Stromungsgeometrie des Chips etc.). 

- Schnelle Auswertung (erreicht durch die parallele 
optiscbe Auswertung in planarer Anordnung [DNA- 
Chip Array]). 

- Kostengiinstiges Analysesystem (erreicht durch den 
Verzicht auf teure, mikrosystemtechnische und opti- 
sche Komponenten). 

- Sicherstellung der Qualitat sowohl bei der Produk- 
tion, als auch bei der Analyse (erreicht durch definierte 
Stromungs vorgange im Chip). 

Die Verwendung der Photoaktivierung von chemischen 
Reaktionen im Bereich der DNA-Chip- Synthese wird erst in 
Kombination rait der Technologieplattform des "Fraktal Ca- 
pillary Chip - FCC zum Durchbruch kommen, da hier- 
durch die Produktionskosten fur cinen einzelnen BioChip, 
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bei gleichzeitiger Qualitatsverbesserung, um den Faktor 
10-100 reduzicn werden konnen. Dadurch wird zum ersten 
mal eine kostengUnstige, massiv parallele, hoch integrierte 
und gleichzcitig einfach miniaturisier- und automatisicrbare 
5 DNA-Chip-Technologie zur Vcrfugung gestellt. 

4. Grundziige des Losungswcges 

Der prinzipielle Losungsweg in dicscm System basiert 
to auf der biocbemischen Synthese von Oligos an die Oberfla- 
chen einer Vielzahl von Kanalwanden. Diese Kanale sind in 
cincm Trager angeordnet. Die Synthese crfolgt mit den Re- 
zeptorbausteinen, z. B. entsprechenden Basen oder mehrba- 
sigen Oligonukleotidcn (Basen-Scquenzcn) vorzugsweise 
15 Qber cine lichtaktiviene ortsspezifische Bindung. Die Benet- 
zung dieser spezifisch mit Rezeptor bestuckten Kanale mit 
den zu untersuchenden DNA- Analytcn und der anschlieBen- 
den Detektion der Bindungsreaktion iiber geeignete signal- 
gebende Gruppen, z. B. optisch nachweisbare Gruppen, 
20 schlicBt das Vcrfahren ab. 

4. 1 Kapillar Chips - FCC als Tragcrmairix 

Die Chip- Produktion besteht aus der Erzeugung des Trii- 
25 gerkorpers aus einem geeigneten, lichtdurchlassigen Mate- 
rial sowie dem biochemischen "Labcln" (Synihese) der 
Wande der einzelnen Kapillaren. Die spezifische Synthese 
kann entweder dirckt bei der Chip-Produktion oder erst 
beiin Anwcnder erfolgen. 
30 Fiir die Tragcrkorper konnen unterschiedliche Materia- 
lien (z. B. Glas oder Kunststoff) verwendet werden. Wichtig 
ist. daB die Wande der Kapillaren sowohl fiir die Anre- 
gungswellen bei der lichtaktivicrten Synthese sowie die 
Lichtwcllen (ggf. Anregung und Reaktionssignal) bei der 
35 anschlieBenden Detektion (Analyse) gut durchlassig sind, Je 
□achdem welches Material cingesctzt wird t miisscn die 
Wande der Kapillaren beschichtct werden, damit die crsie 
Ebenc an Basen - lichtaktivicrt - an der Oberflache binden 
kann. 

40 Die Geometric der Chips entspricht beispielsweise einer 
"Scheckkarte", wobei die GrbBe der von den Kapillaren be- 
deckten Flache von dem zur Detektion verwendetcn CCD- 
Chip bestimmt wird (derzeit typische Abmcssungen 
25 x 37 mm). Fiir die Kapillaren im planaren Chip sind un- 

45 terschiedliche HersteU vcrfahren einsetzbar. Hierbei ist der 
EinfluB der Querschnittsgeometrie der Kapillaren zu be- 
rucksichtigen, welcher groBen EinfluB auf die entstehenden 
stromungstechnischen Kapillarkrafte und die Moglichkeit 
der Reinigung der Kapillaren hat. Als Herstellverfahren 

50 kann man zum Beispiel Laser, Frasen, Atztechniken oder 
SpritzguB verwenden. 

Bei der Anordnung der Kapillaren in der Ebene sind die 
folgenden Aspekte zu berucksichtigen: Verwendet man eine 
Vielzahl an parallelen Kapillaren, so kann man die Zeiten 

55 bei der Synthese rmnirnieren, allerdings ist die Benetzung 
bzw. Befullung der einzelnen Kapillare entsprechend kom- 
plex. Hat man im anderen Extrem nur eine einzige lange Ka- 
pillare. so ist die Synthese entsprechend langsam, da das 
Multiplexing von Kapillaren zu Basen oder ganzen Oligos 

60 aicht verwendet werden kann und alle Vorgange nur seriell 
nacheinander ablaufen konnen. Der Vorteil nur einer Kapil- 
lare liegt in der Analyse, wo die Probe an jedem MeBpunkt 
in alien Kapillaren vorbeistromL 

65 4.2 Nukleinsaureanalytik mittels Ougo-chips - Grundprin- 

zip 

Wie bereits fiir mehrere Anordnungen gezeigt (z. B. Mo- 
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lekular Medicin Today.9/97, S. 384-389; Trends in Bio- 
technology, 1 1/97, S. 45-468) kann die Hybridisierung von 
Nukleinsaurestriingen ai eine meist kurze komplementare 
Sequcnz, ein sog. Olipnukleotid odcr Oligo, fUr die Sc- 
quenz- Analyse vcrwentet werden. Dazu wcrden hochdichtc 
Anordnungen synthetbeher Oligos auf einer teste n Matrix 
crzeugt und crlaubcn nultiplc paralletc Hybridisierungsex- 
perimente. Fiihrendes terfahren (August 98) ist eine photo- 
lithograph ischc und dank lokale Aktivierung von Synthesc- 
Vonstufen. In Anlehnurg. an die aus der Mikroelektronik ent- 
lehnte Tcchnik werder die parallelen Anordnungen als 
Chips bezeichnet. 

Durch eine massive Trhohung der Zahl an "MeBpunkten", 
d. h. definicrtcn Oligosan definiertem Ort, wird cine enorme 
analytische Kapazitat gjschaffen. 

Die zu untersuchendj: Probe enthalt normalerweisc DNA 
oder RNA. Diese muBeventucll isoliert und in eincm Am- 
plifizicrungsschritt (z.it PCR) vonnehrt werden und erhiilt 
dabei eine Markierung.z. B. cin Fluoreszenzlabel. 

Ditrch nnsn-icht-nd virle McBpunkte auch rim* SV- 
quenzierung eines DNttMolekiils moglich (Sequencing-by- 
Hybridization SBH, sbhe BioTec 3/98, S. 52-5S). andcre 
Anwendungen zeigen tie Bestimmung von Punkmutations- 
Polymorphismen (d. h. Untcrschiede zwischen Individucn 
in cinzcLnen Bascn ineinem definierten DNA Abschnitt) 
und erlauben u. einj' [dentilizicrung von solchen Poly- 
morphisraen bei hundutcn von Probanden parallel (Science 
280, 5/98, S. 1077-10$). 

Erstmals wird auchdie Untersuchung von ganzen Geno- 
men unddesGen-Expossions-Status ganzer Zellen moglich 
(z. B. Proc. Nat. Acad.Sci. USA 95. 3/98, S. 3752-3757). 

Die hier beschriebere Ertindung lafit demnach die An- 
wendung eincr ViclzaH von ctablicrtcn Vcrfahrcn zur Un- 
tersuchung von Nuklqnsaurcn und gcnctischcm Material 
zu. Darait ist gleiohzqtig ein starker Anstieg soldier An- 
wendungen und damitoin cnormcr wissenschaftlichcr Fort- 
schriti verbunden, da <rwartet wird, daB der "Fraktal Capil- 
lary Chip - FCC eiaesolchc Technologic flexibler als die 
vorhandenen Vertahrerund zu deutlich niedrigeren Kosten 
. bereitstellt. 

4.3 Lichtaktivierte Synhcsc von Rezeptoren, z. B. Oligonu- 
kleotiden und kurzor Peptiden an den Kapillarwanden 

Beim Aufbau von Fuzcptoren auf dem Trager werden in 
den einzelnen Kapillarm im Chip, mittels Photoaktivicrung 
durch eine geeignete Lichtquelle (GcnChip von AfFymctrix: 
365 nm mit 14 mW po cm 2 bei 2 cm Laufiiinge in einer 
Quarzkiivette) einzelne Rezeptorbausteine, z. B. Bascn (G, 
A, C, T) oder Oligontffcleotid-Sequenzen (etwa 2 bis 4 Ba- 
sen lang) ortsspezifisctoangclagert. AUe Kapillaren werden 
wie bei der GenChip-fteduktion von Affymetrix sequenticll 
mit G, A, C und T gefcllt und entlang der Kapillaren orts- 
speziftsch mit hochaulbsendem Licht bestimmter Welien- 
lange und Intensitiit becrahlt. Zwischen den Beschichtungs- 
zyklen werden die Kapillaren entsprechend gespiilt, urn 
nicht gebundene Rezejuorbausteine zu beseitigen. 

Hierdurch entstehen in jeder Kapiliare eine Vielzahl an 
MeBpunkten (spezifisdte Bindungs- bzw. Hybridisierungs- 
stellen), wobei jeder NfeBpunkt aufgrund seiner individuel- 
len Basen-Sequenz tor die Hybridisierung und anschlie- 
Bende Detektion eines spezifischen DNA-Fragments dient. 
Die MeBpunkte sind m der einen Dimension des Tragers 
durch die Wande der Kapillaren von einander getrennl und 
in der zweiten Dimension, endang der einzelnen Kapillaren, 
wird zwischen zwei bcaachbarten MeBpunkten bei der Pho- 
toaklivierung ein entspcechender Freiraum gelassen. 

Die PhotolithograplBe kann auch wciterhin fttr die licht- 
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aktivicrtc Bindung der Basen verwendet werden. Es konncn 
aber auch andcre Verfahrcn eingeset2t werden. 

Besonders bevorzugt wird cin Bclichtungsverfahren unter 
Verwcndung eincr LCD-Lichtquellcn matrix (Fliissigkri- 
5 stallanzcigc-Matrix), dcren Matrixpunktc bzw. Lichtquel- 
lenelemente gezielt steuerbar sind, insbesondere hinsicht- 
lich der Farbe und der Intensitat des Lichtcs. Mit einer sol- 
chen LCD- Matrix konncn also jeweils benotigte zweidi- 
mensionale Bclichtungsmuster auf einfache Weise insbe- 
to sondere rechnergestutzt erzeugt werden. Die bevorzugte 
Photoaktivierung der Oligos bei der Herstellung des FCC- 
Chips erfolgt dirckt durch den LCD-Chip. Die hierfiir beno- 
tigte Wellcnliinge von 365 nm (obercr UV-Bercich nahe 
dem sichtbarcn Licht) laBt sich. sofern noch nicht vcrfugbar, 
15 lcicht z. B. durch eincn Wechscl der Hintcrgrundlichtquclle 
im LCD-Chip errcichen. 

4.4 CCD-Chip-Detektion der spezifischen Nachweisrcak- 
tion 

-•n 

Wie beschrieben soil die Bindung eines DNA-Analyten 
dirckt oder indirekt zu einem Lichtsignal fuhren. Dies kann 
beispiclsweise durch ein Anrcgungslicht (Fluorcszcnz) oder 
durch Photoncnemission (Lumineszenz) erfolgen. Zur Si- 
25 gnaldetektion wird ein CCD-Chip verwendet, der dirckt un- 
ter dem FC-Chip plaziert wird. Die Anrcgungslichtquellc 
wird Ubcr dem FC-Chip plaziert und cs wird entsprechend 
im Durchlichtverfahren gemesscn. 
Jedes Lichtsignal wird auf dem CCD- Chip erfaflt, und 
30 zwar sowohl nach Wcllenlangc (Farbe) als auch nach Inten- 
sitiit differenziert. Das aufgenommcne Spektrum kann qua- 
litativ oder quantitativ ausgewertet werden. Zudem laBt die 
Unterscheidung von Wellcnlangcn und Intensitatcn auch 
eine Unterscheidung von Signalqucllen zu. 
J5 Die Anrcgungslichtartcn fur das Nachwcisverfahren mUs- 
scn jc nach Anforderungen monochromatisch (z. B. Laser- 
licht fur Fluorcszenzanregung) oder heterogen (z. B. WciB- 
licht fur Absorptionsmcssung) gcwahlt werden. 

40 5. Entwickelte Verbesserungen und damit g esc naff ene Vor- 
teilc gegeniiber vorhandenen Systcmen 

Im wesentlichen werden durch die neuen FC-Chips (Tra- 
gersystem fur die DNA-Analyt-Detektion) die nachfolgend 
45 aufgefuhrten Nachtcile der GenChip-Technologie von der 
Firma Affymetrix uberwunden: 

Das Prinzip der flachigen Benetzung der gesamten Chip- 
oberflache mit Fluid erlaubt keinerlei Multiplexing in der 
Produktion. So erhoht sich die Zahl der Herstellungszyklen 
50 fur 20 Basen langc Oligos bei einer Verwendung von Dinu- 
kleotiden (42 = 16 Moglichketten) von 4 x 20 = 80 Hybridi- 
sierungsschritten auf 16 x 10 = 160, was eine Verdoppeiung 
bedeutet. Das Gleiche gilt natiirlich auch fiir die zwischen- 
gelagerten Waschzyklen. 
55 Die Syn these der photoakuvierbaren Basen an die planare 
Chipoberflache, ebenso wie die benodgten Waschschritte 
bei der Chipherstellung sind, auBer durch platz- und handha- 
bungsintensive Tauchvorgange (Chip wird in Flussigkeit ge- 
taucht) oder flUssigkeitsintensive SpUlvorgange entlang der 
60 Oberflache, nicht realisierbar, was von der Gerateentwick- 
lung her gesehen ein sehr groBes Miniaturisierungs- und 
Automatisierungshemmnis darstellt. 

Bei der anschlieBenden DNA-Sequenz-Detektion ist eine 
gleichmaBige Verteilung der Probe auf der Chipoberflache 
65 aufwendig (keine einfachen und damit zuverlassigen Misch- 
verfahren moglich) und es Bedarf einer entsprechend gro- 
Ben Menge an Proben-Fluid. Die Suche nach einem seltenen 
Hreignis in der Probe ist nicht moglich, da cin ausreichender 
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Kontakt aller Probenbcstandicile mit alien spczifischen Fluidraenge und erhoht glcichzeitig die Qualitat sowohl bei 

McBpunkten nicfu gcwahrleistct wcrden kann. dcr Chip-Synthese, als auch bei der anschlieBcnden Detek- 

tion ciner Probe, im Vergleich zur Vcrwcndung ciner einfa- 

5.1 Rcduktion dcr Produktionszcitcn (lurch Multiplexing chen Flachc schr stark. So ist das gleichmafiige Bcnctzen 

beim Synthetisieren 5 von Kapillaren strwnungstechnisch schr einfach, verbraucht 

wcnig Fluid und ist dahcr schr ieicht miniaturisier- und au- 

Dcr wesentliche Fortschritt dcr neuen DNA-BioChips tomatisicrbar. Dies gilt insbesondcre auch fur die benotigten 

liegt in der Moglichkeit der drastischen Reduktion der Her- Waschvorgange dcr Kapillaren mit ciner ausreichenden 

stcllzeitcn bei dcr individucllen Synthese dcr Chips (Labeln) Qualitiit. 

durch ein cntsprechcndcs Multiplcxcn zwischen Bascn bzw. 10 Ourch die Wande der Kapillaren, welche im Prinzip den 

Oligos als EinsatzstorT und den Kapillaren. Zwischenraum zwischen zwei MeBpunktcn im FC-Chip-Ar- 

Fur die onsspczifische Erzeugung eincr Vielzahl an untcr- ray bedecken, wird das benotigte Fluid bcreits urn 50% re- 

schiedlichen Basen-Sequenzen eincr bestimmten Lange duziert. Dies gilt sowohl fur das Beschichten (coating) des 

(z. B. 20 Basen) auf eincr planaren Oberflache mittels brt- Chips in der Produktion, das Synthetisieren (Labeln) dcr 

lich hochauflbsender Photoaktiviemng benotigt man in jeder 15 Oligos als auch fur den "Probenauftrag" fur die DNA-Frag- 

Ebenc (Rcchenbcispicl: 20 Bascn in jeder Basen-Sequcnz) ment-Analyse. Eine weitcrc Reduktion der Fluidmengcn er- 

des DNA-Chip- Arrays 4 (bedingt durch die vicr vcrschiede- folgt durch die gute Benetzung der Kapillarwande durch ein 

nen Bascn) Synthesezyklen. Fur 20 Bascn-Ebenen sind cs durchstromendes Fluid und vor allem durch die effektiven 

foLglich 4 x 20 = 80 Zyklen. Hinzu kommt mindcsiens noch Waschvorgange, welche zum Beispiel durch "reinigende" 

je cin Waschzyklus, was in Sumnic niin. 80 Waschzyklen 20 Luftblxscn in den Kapillaren stark verbessert wcrden kbn- 

und damit 160 GesanuzykJen bedeutet. Verwcndec man auf nen. Eine gute, statistisch ausreichende. Vcrteilung der 

der gleichen Oberflache Dinukleoride" (2 Basen) so cntste- Probe auf ciner Fla'che ist dagegen nur mit einer schr ^roBen 

hen 2 Ebenen auf einmal, allerdings sind lur diese zwei libe- Probenmenge realisierbar. 

nen 4 2 =16 Synthesezyklen sowie die entsprechenden Ein wcitercr Vortcil dcr Kapillartechnik liegt in den kur- 

Waschschritte notwendig. Fiir 20 Ebenen wcrden folglich 25 zeren Zykluszciten. welche durch die kleineren Fluidvolu- 

10 :< 16= 160 Synthesezyklen und damn 320 Gesanil/yklen rnina und die damit verbundenen schnellcren chemischen 

anstelle von 160 Zyklen benbtigt, was eine Verdoppclung Rcaktionen und Ablaufcn entstehen. Dies hat sowohl kilr- 

dcr Produktionszcitcn bedeutct. Bei dcr Vcrwcndung von zerc Synthese- als auch Hybridisierungszciten zur Folgc. 

Trinukleotiden (3 Basen) vcrstarkt sich dieser Eflfekte auf Zusiitzlich wird hicrdurch cine deudiche Fehlerrcduktion 

mchr als die funffache Anzahl an Zyklen. Somit ist bei eincr 30 sowohl bei der Produktion wie bei dcr Detckiion erzielt. was 

einfachen planaren Oberflache die Vcrwcndung von einzel- die Zahl der auswertbaren Messungen pro Material- und 

nen Bascn als die schnellste Moglichkeit zur photoaktivier- Zeiteinsatz weiter erhoht und die Grundiage fur cine Quali- 

ten DNA-Chip Erzeugung gegeben. Es bestcht keine Mbg- tatssicherung bildet, welche auf genau definierbare und re- 

lichkeit die Anzahl an Synthesezyklen zu reduzieren. produzicrbare Strbmungsvorgangc aufbaut. 

Bei der Synthese des Tragers bestcht im Unterschicd 35 Die einfache Miniaturisierung und Automatisicrung der 

hierzu die Moglichkeit, die EinsatzstofFc, sprich die Bascn Ablaufe in den ncucn FC-Chips bilden die Basis fiir cine 

oder die unterschiedlichen Varianten der Di-(4- = 16 Kom- einfache Miniaturisierung und Automausicrung des gesam- 

binationen) oder Trinukleotide (43 = 64 Kombinationcn) auf ten ncucn Analyscsystems, welches auf den FC-Chips auf- 

vcrschiedene Kapillaren zu vcrtcilen. D. h., zumindest in baut. 
den untercn -"chipnahen"-Ebenen wird je Kapillarc nur im- -w 

mcr eine Base bzw. eine der mbglichcn Basen-Sequenzen 5.3 Drcidimensionale Rcaktionsoberflachen 
cingebracht. Je nach Festlegung dcr insgesamt zu erzeugen- 

den Basen-Sequenzen in den Kapillaren des FC-Chip kann Durch cine geeignete Auslegung dcr Querschnittsgeome- 

es sein, das in den oberen Ebenen dieses Prin/.ip teilweise trie dcr eitv/.ehien Kapilkiren !a(3t sich die nutzbarc lieakti- 

aufgehoben wcrden mufi, sprich fur eine Basen-, Di- oder -is onsobertlache vergrdBern. Die OrbBe dieser Flache ist fiir 

Trinuklcotid-Ebene muB mehr als eine Base oder Oligo die Anlagerung der Oligos bei der Produktion cbenso von 

durch eine der Kapillaren flieBen. Dadurch erhoht sich auch Bedcutung wie fiir die Anlagerung der vorbeistromenden 

hier die Anzahl dcr Synthesezyklen ggf. wieder etwas. Ins- DNA-Fragmentc aus der Probe und der daraus resultieren- 

gesamt bleibt jedoch eine sehr groBe Redukdon der Her- den Intensitat der Lichtsignale bei erfolgter Hybridisierung. 

stellzeiten auf theoretisch 1/4 der Zyklen bei einfachen Ba- 50 So hat eine rechteckige Kapillare, gleiche Hbhe wie 

sen. 1/8 der Zyklen bei Dinukleotiden und auf 1/16 der Zy- Breite vorausgesetzt, bei einer Nutzung der Wande und der 

klen bei Vcrwendung von Trinukleodden als Einsatzstorte Decke die vierfache Rcaktionsoberflache bei einer identi- 

bei der Chip-Synthese (und so weiter bei langeren Oligos). schen Grundflache, sprich dem gleichen Platzbedarf in den 

Die Anzahl der fiir einen spezifischen Chip benbtigten Zy- zwei Dimensionen eines planaren Chips. Selbst wenn man 

klen ist fiir jeden Chip individuell und kann nur als statisti- 55 die Kapillaren, aus stromungstechnischen Anforderungen 

scher Mittelwerl angegeben werden, wenn die Anzahl an heraus, innen rund auslegt (zum Beispiel bessere Reini- 

MeBpunkten auf bzw. in dem Chip, die Anzahl an parallelen gungsmbglichkeiten durch Luftblasen in der Kapillare), 

Kapillaren und die Lange der auf dem Chip zu synthetisie- bleibt noch eine etwa dreifache Reakiionsoberflache im Ver- 

renden Oligos vorgegeben ist. Die Optimierung der Synthe- gleich mit einer planaren Oberflache. Durch die Nutzung 

sezciten eines FC-Chips soli mittels eines zu cntwickelnden 60 dieser dreidimensionalen Strdmungsgeomctrie kann der 

Softwaretools (z. B. CAMS Computer Aided Multiplexing EinsatzstorT bedarf (Produktion und Analyse) weiter redu- 

Synthesis) erfolgen, welches in die Steuerung des zu ent- ziert werden. 

wickelnden Analysesy stems bzw. in den angekoppelten Ein anderer ErTekt iaBt sich ebenfalls durch die Quer- 

Rechner integriert wird. schnittsgeoraetrie der Kapillaren beeinflussen: Die Licht- 

65 brechung am Obergang vom Innenraum der Kapillaren in 

5.2 Reduktion der Einsatzstoffe und Qualitatssicherung das umgebende Material des Chips. So hat jede Krummung 

entweder einen fokusierenden oder sueuenden EinfluB auf 

Die Vcrwendung von Kapillaren reduziert die benotigte die Ausbreitungsrichtung des Lichtes. So kann man beim 
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FC-Chip durch cine enrsprcchende Wahl der Obcr- und Un- 
terseite der Stromungskanalgeometric die Lichtwegc opti- 
mieren. 

5.4 Parallele CCD-Chip Detektion 

Das Messen der Lichtsignale atler MeBstellen des FC- 
Chips "auf einmal" nutzt das siandig wachsende Potential 
der hochaufldsenden CCD-Kamera Chips. Diese crlaubcn 
die Detektion alier Lichtsignale zum Reactions- bzw. Hybri- 
disiemngsnachweis in einem einzigen Mefivorgang. Hierfur 
stellcn aktuelle Farb-CCD-Chips auf eincr Flachc von 
25 x 37 mm etwa 2000 x 3000 Farbpixel mil ciner Pixcl- 
groGe von etwa 10 x 10 urn zur Verfugung. Der Stand der 
Forschung ist bercits bei entsprcchenden CCD-Chips mit ca. 
4000 x 6000 Farbpixeln. Die Signaldetektion crfolgt in 
Bruchteilen einer Sekunde fur alle Pixel synchron. Damit er- 
gibt sich auch fur die beschricbene Applikation der CCD- 
Chip Technologie ein groBes Wachsturns potential und die 
parallele Detektion von 10 6 individuellen MeBpunkte im 
FC-Chip iut tcchnisch maohbar. Dadureh werden die /.eit- 
aufwendigen Scann-Vorgangc herkommlichcr Systcmc ver- 
mieden und die reine MeBzeit reduziert sich auf ein Mini- 
inuiu, welche im VerhaUnis zu anderen Verfahrenssehruten 
vollig bedcutungslos wird. 

Das Bearbeiten der anfailenden Datenmengen ist. durch 
die Entwicklung der Leistungsfahigkeit bei gleichzeitigem 
Preisverfall von modernen Rcchnersystcmen, problemlos 
moglieh. 

5.5 Direktdetektion ohne Optik 

Die dirckte Detektion der Lichtsignale, ohne Optik, durch 
einen CCD-Chip hat den Vorteil einer wcsentlich nicdrigc- 
ren Energiemenge, welche das Licht fUr cine fehierfreie De- 
tektion benbtigt. Einc solchc Anordnung soli - in eincm an- 
deren Zusammcnhang untcrsucht - lediglich 10% der Anrc- 
gungslichtnienge einer vergleichbaren Anordnung mit einer 
Optik verbrauchen. Anders ausgedruckt, die Optik schluckt 
ooa der Lichtcnergie. Pur'!' die geringerc Liehlimensilat 
werden unerwiinschte Streulichteffekte im - die Kapillarcn 
umgebenden - Chip, ebenso wie eine evcntuelle notwendige 
Kuhlung der verwendeten Lichtquclle, stark reduziert. Au- 
Gerdem bedeutet der Wcgfall einer Optik eine groBe Platzer- 
sparnis sowie einc Vemngcrung der HersteLlkosten fur die 
Detektionseinhcit. 

Aufwendige Bewegungseinrichtungen fiir den Trager 
(Chip) oder die Detektionseinheit, wie sie in Scannern not- 
wendig sind, entfallen ebenfalls vollig. Die vorgegebenen 
Abmessungen der CCD-Chips (mehrere cm 2 ) ermoglichen 
die Verwendung einer sehr groBen Zahl an parallelen Kapil- 
larcn (mehrere 100) mit einer modcraten KanalgroBe (im 
10 um Bereich). 

5.6 Disposable Chips 

Die FC-Chips als neue DNA-Analyse-Chips konnen als 
einfache Disposables (Einweg-Chips) ausgeftihrt werden. 
Prinzipiell sind sowohi Glas- als auch Kunsts toff-Chips (ko- 
' stengiinstige SpritzguB-Chips) sowie andcre Ausfuhrungen 
moglieh. 

Die bekannten "GenChips" von Affymetrix sind ebenfalls 
als Disposable fur ein bis maximal funf Messungen ausge- 
legt. Hier spricht jedoch der. aufgrund der aufwendigen Her- 

srellung der Chips, sehr hohe Prcis gegen das Wegwerfen 
des Chips nach nur einer Messung. 



5.7 Flexibility der Anwendung 

Die schnelle und kostengiinstige Produktion wird eine 
Vtclfalt von individuellen Anwendungen ermoglichen, bei 
5 denen z. B. unter Berucksichtigung von Sequcnz- und Gen- 
datenbanken im Internet gezielt Oiigonukleotid- Arrays syn- 
thetisierl werden. 

Durch die Verwendung einer einzigen, viclfach gewunde- 
nen oder spiralfdrmigen Kapillare konnte eine Hybridisie- 
lu rung im (langsamcn) DurchfluB etablieri werden, die auch 
die Detektion von seltenen Ereignissen (z. B. scltcn cxpri- 
mierte Gene) ermoglicht. Damit wiirde ein chromatographi- 
sches Prinzip in die DNA Array Technologic eingefuhrt 
werden. 

15 Durch die Verwendung von Di% Tri- oder langeren Oligo- 
nukleotiden als Syntliesebausteine erscheint einc weitere 
Reduktion der Herstellungszeiten realistisch. Vor aUem fiir 
einfacherc Arrays konntcn Syntheseeinheitcn direkt beim 
Kunden zur Anwendung kommen und damit die Zusam- 

20 mensctzung des Arrays endgiiltig individualisicrcn. 

Die grotic Flexibiliiai der Technologic ist auch im Hin- 
blick auf die Erkenntnis von Bedeutung. dati sich die Gene; 
einzelner Individuen sehr stark unterscheiden. so daB man 
keinen gencrellcn Genkatalog fiir alle Spezies anlegen kann. 

25 Der FC-Chip erorThet hier die Moglichkeit, zum Beispiel in 
einem ersten MeBzyklus die Basisdaten, wie sie im Internet 

- frei zuganglieh oder nur spezirtsch fur den Systemkunden 

- bereitgestellt sind mit den individuellen Unterschieden ei- 
nes Patiemen abzugleichen und aus den Ergcbnisscn einen 

30 entsprcchenden zweiten DNA- Array zu bilden, welcherdic 
eigcntlichen Tests auf das Individuum angepaBt durchfiihrt. 

Die erfindungsgcmaBe Losung kann auch fiir die Syn- 
these von Peptidsequenzen in den Kapillarcn verwendet 
werden. Damit wurden fur eine Vielzahl von Anwendungen 

35 hoch komplexe und zugleich kostengiinstige Pepiidarrays 
bereitgestellt werden. 

6. Obcr b lick iibcr einige Aspekte der Erfindung 
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6. 1 FC-Chip Ausfuhrungsvarianten 



Bei der Gestaltung ebenso wie bei der Fertigung der FC- 
Chips gibt cs eine Vielzahl von Ausftlhrungsvarianten. Bei 
der Anordnung der Kapillarcn im FC-Chip iibcr der Flachc 

45 der Detektionseinheit ist die Verwendung nur einer Kapil- 
lare ebenso denkbar wie die Anordnung eincr Vielzahl an 
parallelen Kapillaren. So waren auf eincr Flache von 
25 x 37 mm fcrtigungstechnisch problemlos 500 Kapillaren 
(Stand der Technik: 500 parallele Kapillaren mit einem 

50 Durchmesser von 900 nm) mit einer Lange von 37 mm und 
jeweils etwa 750 MeBpunkten anzuordnen. Die gleiche An- 
zahl an MeBpunkten (500 x 750 = 375.000) lieBe sich auch 
in einer einzigen schlangenforrnigen Kapillare mit etwa 
20 m Lange unterbringen. 

55 Der Vorteil nur einer Kapillare liegt in der Presentation 
der Probe an alien MeBpunkten des Arrays und ist daher fur 
die Suche nach seltenen Bestandteilen besonders geeignet. 
Ein Vielzahl an parallelen Kapillaren hat den Vorteil, daB 
sich die Produktionszeitcn bei der Chip-Symhese durch das 

50 Multiplexen von Einsatzstoffen und Kapillaren sowie alle 
Stromungsvorgange rainimieren lassen. Deshalb ist diese 
Kapillaranordnung fiir die Chip-Synthese sowie alle Analy- 
sen mit einer ausreichenden Anzahl an Kopien jedes Analy- 
ten in der Probe zu bevorzugen. 

^ Um beide Voneile in einem ''."hip zu nut7.cn ist cs mog'ich 
die Einsatzstoffe bei der Chip-Synthese mittels paralieler 
Nadeln am Zugang zu den Kapillaren einzubringen, obwohl 
die Kapillare von der Probeneingabe an nur aus einem einzi- 
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gen, langen Mikrokanal besteht. Dieser Effckt kann auch 
durch die Integration von Vcntilen in den Chip erfolgcn. So 
hat die Firma Biacore fluidisch angesteuerte Vcntile in ci- 
nem zwcitciligeti Spritzguss-Chip durch cine Membran rea- 
Lisiert. welchc von unteo in die Kanale auf der Obcrscite des 5 
Chips driickt und so die Kanale verschlieBt. 

Ais Anordnung fur die Kapillaren uber der Detektorfiache 
ist eine Vielzahl an Strukturen und Mikrokanalverlaufcn 
moglich. Fur eine hohe Parallclitat der fluidischen Vorgange 
sind beispielsweise parallele oder snakefdrmige Strukturen io 
nafieliegend, Die Auftcilung der Kapillarcn sollte hierbei 
nach dem Dualprin2ip erfolgcn, wo aus jeder Kapillare zwei 
neue entstchen und alle Kapillarcn gleich lang sind. So cr- 
reicht man nach 10 Teilungen bereits 2 13 = 2048 Kapillaren. 
Spiralformige Anordnungen haben den Vbrteil, das sie we- 15 
niger turbulentc Strbrnungs vorgange aufweisen und besser 
zu reinigen sind. Ihr groCcr Nachtcil liegt in der Zu- bzw. 
Abfiihrung, welche in der driiten Dimension nach oben oder 
unten erfolgen muB. was fcrtigungstcchnisch und optisch 
schr un^iinstig ist. 20 

Als Material fur die Chips ist beispielsweise Glas oder 
KunststofF moglich. Der Aufbau kann in zwei Schichtcn er- 
folgen. welch zurn Beispiel durch Kleben aneinander gefiigt 
werden. Die Struktur der Kanale kann hierbei entweder nur 
in die eine, oder aber in beide Seitcn bzw. Halften einge- 25 
bracht werden. Hierfiir sind als Fertigungsverfahrcn u. a. 
Laser oder Pnizisionsfrasen verwendbar. Besonders kosten- 
gunstig ist SpritzguB, wclchcr in cincr ausrcichcndcn Quali- 
liit gefertigt werden kann zurn Beispiel iiber photoLithogra- 
phisch gcatzte Silizium-SpritzguBwerkzeuge bzw. Formen. 30 

6.2 FC-Chip - Synthcse 

Fur die Synthcse der individuellen Fangcr-Oligos auf die 
MeBpunkte im DNA -Chip- Array gibt es prinzipiell zwei 35 
Mbglichkcitcn. Der Kundc crstcht fcrtigc Chips vom Her- 
steller mil eincr vorgegebenen Auswahl an immobilisierten 
Basen-Sequenzen, oderer synthetisiert sich in einer Synthe- 
seeinheit seine selhslgcwahlten Sequenzen auf ungelabelic 
Chips. Informarionen fiber cntsprcchende Sequenzen kon- 40 
nen zurn Beispiel aus Datcnbanken im Internet entnommen 
werden, die hier fret oder auch spezielle durch den Chip- 
Hcrs teller bereitgestclli werden. 

6.2.1 Syntheseeinheit 45 

Die Syntheseeinheit besteht aus eincr geeigncten Licht- 
quelle, welche die MeBpunkte im DNA-Chip- Array bet der 
Synthesc der Basen oder Basen-Sequenzen an die Chipober- 
flache bzw. die Kapillarwande ortsspezifisch hochgenau und 50 
exakt auflosend bestrahlt. Fur die notwendige Lichtquelle 
am Obergang vom ultravioletten zurn sichtbarcn Licht wird 
von der Firma Affyrnetrix fur die Produktion ihrer Gen 
Chips Licht mit ca. 360 nra bei 14 mW pro cm 2 und einer 
Lichtlauflange von 2 cm in einer Standard-Quartzkuvette 55 
angegeben. Verwendet wird hierzu eine Photolithographie- 
Einrichtung, wie sie in der Halbleiter-Chip-Produktion fur 
das lichtaktivierte Atzen von Si-Wafern zum Einsatz kom- 
men [Schnittstelle zura LCCD Patent, sofem es nicht inte- 
griert wind], 60 

Wie bereits unter 4.3 erwahnt, kann die Belichtung auch 
mittels eines LCD-Chips (LCD-Lichtquellen matrix) erfol- 
gen. 

6.2.2 Ferdge Chips - Synthese beim Hersteller 65 

Beim Vertrieb fertiger Chips erfolgt die Synthese beim 
Hersteller. Dieser beootigt hiertur eine entsprechend lei- 
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stungsfahige Syntheseeinheit, welche mbglichst lange Oli- 
gos (3 oder mehr Basen lang) als Einsatzstoffe verwendet, 
die ilbcr parallele Nadeln in die Kapillarcn einuebrachl (ein- 
gespntzt) werden, und so die Synthesezeiten pro Chip mini- 
mieren (Multiplexing). Hierbei istes moglich, in den Chips 
spezielle Zugange fiir die Nadeln vorzusehen. mil dem Ziel 
moglichst viele parallele und dam it kurze Kapillarcn zu er- 
halten, unabhangig davon, welche Kapillarstrukiur fiir den 
Analysevorgang vorgesehen ist. 

0.2.3 Einsatzstoffe im Chip 

Fur Anwendungen, wo es nicht auf eine schnelle Syn- 
thesc der Chips, aber auf eine Individuelle Gestaltung der 
Arrays ankommt. ware eine Bereitstcllung der EinsatzstofFe 
(G, A, C\ T und Buffer etc.) direkl im Chip in entsprechen- 
den Reservoirs moglich. Die uberflussigen Einsatzstoffe 
mtissen in einer entsprcchenden Kammcr im Chip aufgefan- 
gen werden. Das Volumen einer solchcn Kammer ist durch 
cine Ausdehnun£ in der drittcn Dimension nach oben oder 
unten problcmlos auf ein Vielfaches des gesamten Kapillar- 
volumens auslegbar Eine Anwendungen dieser Chip-Va- 
riante ware gerade fiir Forschungslabors, aber auch kleine 
Arztpraxen denkbar. 

Das Prinzip der Kapiliarkraft kann hierbei in eincr mogli- 
ehen Ausfuhrungsvariante direkt fiir den Fluidtransport im 
Chip verwendet werden. Jcgliche Mechanik wiirde entfallen 
und die Befiillung der Kapillarcn mit den EinsatzsiorTen so- 
wie der Probe kbnnic uber die einfachc Verstellung eines 
Ventils im Chip erfolgen. Die "Abfallkanuner" kdnnte durch 
die Einbettung eines geeigncten Vlies-Stoffes cine unter- 
stutzende Saugwirkung entwickeln. Um cine Minimierung 
der benotigten Fluidmengen zu erreichen, sollte bei diesen 
Ein weg strbrnungs- Aus fuhrungen (keine Zirkulation und da- 
mit Wiederverwendung der Einsatzstoffe) auf immer gleich 
langc Kapillarcn gcachtet werden. Dies ist ebenfalls von Bc- 
dcutung fur das Funktioniercn der Kapiliarkraft als Pumpe. 

Ein weitcrc Variame ist eine vertikale Ausrichtung der 
planaren Chips, so daB auch Gravitationskrafte fur den 
Fluidtransport im Chip genutzi werden kbnnen. Wenn diese 
Kraftc nicht ausreichen, um alle notwendige Fluidtransporte 
in den Chips zu rcalisiercn, so sind andcre gceignete Pump- 
mechanismen vorzusehen. Eine Mbglichkcit hierzu ist eine 
clektrophorctischc Bcwegung der Fluide durch - in den 
Chip intcgrierte - Elcktroden, oder durch eine Voiumenre- 
duktion in Kammern des Chips durch einen entsprcchenden 
Krafteintrag von auBen in den Chip (klassische Pumpe). 

6.2.4 Einsatzstoffe in der Syntheseeinheit 

Die Bereitstellung der Einsatzstoffe fiir die Chip-Syn- 
these in Vorratsbehaltern bietct prinzipiell den Vorteii des 
Multipiexens von fertigen Basen-Sequenzen und paralleien 
Kapillaren, weshalb diese Ausfuhrungsvariante fiir HTS, 
UHTS und Chip- Hersteller empfehlenswert ist. Das Multi- 
plexen kann durch die Nadeln an der Schnittstelle zum Chip 
erfolgen, in dem die Nadeln - je Nadel wird eine spezifische 
Basen-Sequenz bereitgestellt - fiir jeden Synthese-Zyklus 
eine andere Kapillare benetzen. Eine technisch aufwendi- 
gere, aber ggf. zuverlassigere Methodc ist ein Multiplexen 
im Gerat, wobei die Nadeln je Chip immer mit einer Kapil- 
lare verbunden bleiben. Hier ist die Verschleppung zu be- 
achten, welche durch die Verwendung unterschiedlicher Ba- 
sen-Sequenzen in den Nadeln entstehen kann. 

Ein weiterer Punkt, welcher beriicksichtigi werden mu8, 
ist das Auffangen und Beseitigen des iiberschussigen Mate- 
rials am Ausgang der einzelnen Kapillaren. Hier ist sowohl 
cine Zirkulation (Wiederverwendung des austretenden Ma- 
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terials) als auch einc Beseitigung der austretcndcn Einsatz- 
stoffe dcnkbar. 

6.3 Analyibcstimmung 

Die Analyse von Nukleinsaure-Sequenzen erfolgt wie bei 
andercn Oligonuklcotid-Arrays durch Hybridisicren von 
Nukleinsauren un Proben material an komplememarc 
Strange unter den immobilisierien Oligonuklcotiden. 

Als einc weitere moglichc Anwcndung des Tragers kon- 
ncn auch Peptidsequenzen in den Kapillarcn angekoppelt 
werden, cbcnfalls nach photolithographischen Synthese- 
prinzipien. Solche Pepcide sind zu vielfaltigen und teilwcise 
hochspezifischen Bindungsreaktionen mit Peptides Protei- 
nen und anderen Subsianzen in dcr Lage, so daB sich das 
Spektrum potcntiellcr Analytcn erheblich ausweiten laBt. 

Die Synthcsc auf dem Trager sclbst stellt erstmals massiv 
parallele und gleichzeilig kostengiinstige Peptid-Arrays fur 
einc Vielzahl von Anwcndungen zur Vcriugung. 

6.3.1 Analyten 

- Nukleinsauren {DNA. RNA, in Spczial fallen auch 
PNA) 

- Proteine, Polypeptide und Peptide in alien Erschei- 
nungsfonnen 

z. B. Hormone, Wachstumsfaktoren, Enzyme. Tumo- 
rantigenc, Serumfaktorcn, Antikdrpcr 

- Carbohydrate in verschiedener Kombination 

z. B. vcrschieden Zuekcr in Lebensmitteln oder Agrar- 
pllanzen, runktionclle Zucker, Poly me re 

- Andere organische Molekule 

z. B. drugs of abuse', Pharmaka. Metabolite, Amino- 
sauren, Transmitter, Pestizide, Insektizide, Lackc, ver- 
schieden Toxine 

6.3.2 Variantcn zurBindung von immobilisicrten Interakti- 
onspartnem 

- Hybridisierung von kompiementaren Nukleinsauren 
z. B. langere Molekule wie cDNA, synthctische Oligo- 
nukleoude, PNA, RNA 

- Peptide und deren Bindung an Analyten 

z. B. synthctische Peptide, naturliche Peptide 

6.3.3 Variantcn zur Signalerzeugung 

Zwei Prinzipien zur Signalerzeugung sollen vorrangig 
etabliert werden: die direkte Detektion eines vorher oder in 
der Reaktion markierten Analyten (bevorzugte Methodc in 
der Nukleninsaureanalytik mittels Hybridisierung) und die 
indirekte Detektion durch Kompetition des Analyten bzw. 
der Zielsequenz mit einem markierten Standard. Die erste 
Variante ist fur einige Anwendungen gut etabliert, fiir Dia- 
gnostik z. B. von Serumkomponenten aber eher schiecht ge- 
eignet, die mit Peptid-Arrays eventueli auch im FCC mbg- 
lich sein wird. Die zweite Variante ist fur diese Anwendun- 
gen daher vorzuziehen, auBerdem erlaubt sie prinzipieil eine 
einfachere Probenvorbereitung durch den Anwender. 

Varianten zur direkten Detektion: 

- Markierung der Analyten mit FuoreszenzfarbstofF. 

- Markierung der Analyten mit Reporterenzym, an- 
schlieBend Reaktion (z.B. Chemo- oder Biolumines- 
zenz). 

- Markierung nur des gebundenen Analyten, z. B. bei 
Nukleinsauren durch interkalierende (Fluorcszenz- 
)FarbstofFe, Doppelstrang bindende Proteine oder Dop- 



pclstrang bindende Antikdrper. 

- Sekundare Detektion durch Detektion des gebunde- 
nen Analyten mit einer zweiten Komponcnte, z. B. bei 
PNA-DNA Hybriden durch DNA spezifischen Anti- 

< korper. 

Varianten zu markierten Standards: 

- Enzymgekoppelt (z. B. Chemo- und Biolumincs- 
to zenz mit alkalischer Phosphatase, Peroxidase etc.). 

- (Fluorcszenz-)Farbstoff angekoppelt. 

- Herstellung von Proteinstandards als Fusionsprotein 
mit Reporterenzym (siehe oben) oder autofluorcszie- 
rendem Protein (z. B, GFP). z. B. fiir rekombinante 

15 Antikdrper, Protein -Hormone, Wachstumsfaktoren etc. 



6.4 Bereitstcllung des Proben ma terials 

20 Fiir die Bereitstcllung des Probcnmalcrials gibt es cben- 
fallS wieder untcrschiedliche Ausfuhrungsvariantcn. Fiir die 
eigentliche Detektion ist die Art dcr Bereitstcllung nicht re- 
levant, da an der Schnittstclle immer in Flussigkcit geldstc 
DNA-Fragmentc in ausreichender Menge fiir die ange- 

25 strebtc Untcrsuchung bercitzustcllen sind. 

6.4.1 Extcrne Probenvorbereitung 

Die Probenvorbereitung kann entwedcr manuell im La- 
30 hor. in einem getrennten Analyscsysiem oder in eincr in das 
gleichc System integrierten Vorbereitungseinheit erfolgen. 
Die detektionsbercite Probe wird dann mittels manuellem 
oder automatischem Pippetueren oder verglcichbaren Ver- 
fahren in den Chip eingebracht. 

J5 

6.4.2 Probenvorbereitung im gleichen Chip "all in one" 

Gerade, wenn das Multiplexcn bei der Chip-Synlhese zur 
Reduktion der Produktionszeiten verwendet wird, konnen 

40 gleiche oder sogar kiirzere Zeiten fiir das Labeln erreicht 
werden, als fiir die DNA-Amplifizicrung dcr Probe mittels 
PCR notwendig ist. Dadurch wird cine Integration der PCR 
in das S> nthcse-System oder sogar in den Chip fiir viele An- 
wcndungen sinnvoll. 

45 Neben der zeitintensiven PCR ist auch der vorgelagertc 
ZellaufschluB zum Bcispiel iiber gut automadsierbare Ver- 

DNA-Isolierung integrierbar. 

50 6.5 Detekuonseinheit 

Die Auslesung der Lichtsignale fiir die Nachweisreaktio- 
nen im Trager- bzw. Kapillar-Chip- Array (FCC) soli in einer 
Detektionseinheit erfolgen, wobei die Anregungslichtquelle 

55 (Fluoreszenz, Lumineszenz oder Absorption als optischer 
Nachweis) dem CCD-Chip zur Lichtsignalmessung direkt 
gegeniiber angeordnet wird. Der Kapillar-Chip- Array befin- 
det sich genau in der Mitte zwischen Lichtquelle und Detek- 
uons-Chip (Sandwichbauweise). Als Anreguogslichtquelle 

60 kann ein LCD-Chip (FliissigkristaUanzeige-Matrix) heran- 
gezogen werden. Die raumliche Anordnung dieser Einheit 
kann je nach Bedarf erfolgen (z. B. Nutzung der Gravitation 
fur Strbmungsvorgange im Chip). Durch diese moglichst 
kompakte Bauweise werden die Lichdaufwege und damit 

65 auch die benodgte Lichtintensitat minimiert. Auf die Ver- 
wendung einer aufwendigen, platzintensiven, lichtschluk- 
kenden und teuren Optik soli sowohl auf der Anregungs-, 
als auch auf der Detektionsseite verzichtet werden. 
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6.5.1 Tempcratur bei der Hybridisierung 

Die Tempcrierimg (derzeit typischerwcisc bei 60°C - die 
Firma Genoraetrix bcschreibt auch schon cine Hybridisie- 
rung bei 25°C mil Niedrigsalz-Bedingungcn) bei dcr Hybri- S 
disierung kann entwedcr durch entsprechende Temperutur- 
clemenlc in der Dctektionseinheii oder durch die Anre- 
gungslichtqucllc b/.w. das Anregungslicht an sich crfolgen. 
Temperaturelemente in den Chips waren auch moglich, wiir- 
den aber dem Ansatz von Disposable-Chips enigegenstchen. 10 

6.5.2 Anrcgungslichtqucllc 

Als LichtqueLIen kommen jc nach den Markern der Ziel- 
DNA-Anaiytcn (Nachweisverfahren via Absorption oder 15 
Fluorcszenz etc.) folgende Lichtqucllen in Fragc: 

- Hochparalleles Licht aus einer Lampc (Wei Res 
Licht). 

- Hochparalleles Licht aus einer Blitzrohrc. 20 

- Hochparalleles monochromatisches Licht. 

- Monochromatiseher Laser lie hist rich 

- Monochromatiseher Laserstrahl 

- prograrnmicrbare Belichtungsmatrix, z. B. Rcflexi- 
onsmatrix. seibstemittierende Belichtungsmatrix oder 25 
Licruventilmatrix, z. B. LCD-Matrix. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einem entspreehenden 
optischen Gitter zwischen Anrcgungslichtquelle und FC- 
Chip Array. 30 

Wtc oben ausgefuhrt, jedoch mit einer enisprcchenden 
Optik zwischen Anrcgungslichtquelle und FC-Chip Array. 



o.j..) CCD-Kamera Detektion 
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Die Detcktionscinhcit bestcht nur aus einem CCD-Chip. 
Dicsc haben aktuell auf einer Flache von ca. 25 x 37 mm 
etwa 2000 x 3000 Farbpixcl, was 6 Mio. Farbpixeln oder 18 
Mio. Einzclpixcln (RGB-Prinzip durch miniaturisierte Farb- 
filter vor den Pixeln) entspricht (Firma Cannon). Ordnet 40 
man auf einer solchcn Flache von 25 x 37 mm etwa 500 par- 
allele Kapillaren mit ca. 20 um Durchmesscr an (jedc zweite 
Doppel-Pixelreihc), so erhilt man in jeder Kapillarc 750 
MeQpunkte (Fclder), wenn man nur jeden zweitcn Doppel- 
Farbpixel untcr dcr Kapillarc nutzt. Damit hatte man -»5 
375.000 MeQpunkte auf einem einzigen Chip, wobei jeder 
MeBpunkt 4 Farb- bzw. 12 schwarzweiB Pixel iiberdeckt 
und eine Flache von 20 x 20 um hat. Die Lichtsignale miis- 
sen moglichst dicht am optischen CCD-Chip erzeugt wer- 
den, damit eine fehlerhafte Zuordnung von Lichtsignaien 50 
und MeGpunkten mit ihrer spezifischen Basen-Sequenz so 
wie eine Uberiagerung benachbarter Lichtsignale ausgc- 
schiossen werden kann. 

Die entstehende Vielzahl an MeBwerten (4 x 500 x 750 = 
1.5 Mio. Farbsignale bzw. 4.5 Mio. Intensitatswerte zwi- 55 
schen 0 und 255 Digitalwerten), welche zur Verfugung ste- 
hen (aktueller Stand der CCD-Chip Technik), bilden die Ba- 
sis welche eine umfangreiche Statistik bei der Analyse der 
detektierten Lichtsignale erlaubt. Das Bearbetten der anfal- 
lendcn Datenmengcn ist, durch die Entwicklung dcr Lei- 60 
stungsfahigkeit bei gieichzeitigem Preisverfall von moder- 
ncn Rechnersystemen, problemlos moglich. . 

Die Detektion der Nachweisreaktion kann sowohl quali- 
tative als auch quantitative Aussagen machen: 

- Welche Fangermolekule (Position im Array) haben An- 65 
lagcrung spanner gefunden (Auswertung der z. B. fluorcs- 
zenzmarkierten Labels). 

- Wieviele Fangermolekule einer Klasse haben cincn Hy- 



bridisierungspartner gefvinden. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einem entspreehenden 
optischen Gitter zwischen dem FC-Chip Array und dem 
CCD-Kamera Chip. 

Wie oben ausgefuhrt, jedoch mit einer entspreehenden 
Optik zwischen dem FC-Chip .Array und dem CCD-Kamera 
Chip. 

Wenn die Detektion mit einer CCD-Kamera bzw. einem 
CCD-Chip kcine ausreichenden Signale crgibt, kann die De- 
tektion im Analysesystem auch mittcls anderer, empfindli- 
cherer Sensoren erfoigen. 

Interessant im Zusammenhang mit dcr vorliegendcn Er- 
findung ist die Verwendung einer Inspektionseinheit, wie sie 
in der am Anmeldetag der vorliegenden Anmcldung von 
den Anmeldcrn eingereichten deutschen Patcntanmeldung 
mit dem Titel "Lichtemissions-Detektionseinrichlung" be- 
schrieben ist. Diese Inspektionseinheit umfaflt eine clcktro- 
nisch steucrbare Lichtquellenmatrix (LCD-Matrix) und eine 
der Lichtquellenmatrix zugcwandt-gcgcnUbcrlicgende 
Lichtscnsormatrix. narnlich CCD-Bildaufnchnicr. 

In diesem Zusammenhang ist es denkbar, datf der Anwen- 
der sich seine FCC-Chips selbst erzeugt und direkt vcrwen- 
det. Er ladt sich einfach die benotigten Daten (DNA-Se- 
quenzen ) von einer CD-ROM oder aus dem Internet und er- 
zeugt in seiner LC-CCD-Einheit (Aufbau analog einem ex- 
tcrnen Disketten- oder CD-ROM-Laufwerk) scinen indivi- 
duellen DNA-Chip. benctzt ihn anschlieBend mit der Probe 
und licst die Signale aus. 

MiBt man z. B. jeden zweitcn Pixel in dicscr Anordnung 
fur die Photoaktivicrung. so kann man die Pixel dazwischen, 
welche in Projektion innerhalb einer Kapillarc licgen, fur 
eine permanente ProzeBkontrollc verwenden. So kann man 
z. B. das Finstromcn einer Lurtblasc zwischen zwei Fluiden 
in einer Kapillare individucll und dynamisch verfolgen. 
Auch ein Far ben der Triigerfluide fiir G, A. C und T ware 
denkbar, so daB die Anwcscnhcit der richtigen Oligos ubcr- 
prufbar wurde und eine Farbveranderung konnte eine Ver- 
schleppung signalisicrcn. Bei der anschlieBenden Detekuon 
konnte wiedcrum eine ortsspeziflsche und wenn notwendig 
sogar farbspezifische Lichtanregung erfoigen. Hierdurch er- 
gcben sich ganz neue Moglichkeiten fur Nachweisverfah- 
ren, wie sie derzeit noch nicht vorhanden sind. 

Durch die Inspektionseinheit (LC-CCD-Einheit) konncn 
die Strdmungsvorgangc in den Kapillaren in einem Glas- 
odcr Kunststoffchip sowohl wahrend der Produktion - 
sprich der Oligo-Synthese - als auch wahrend dcr Analyse 
ubcrwacht werden. Hierzu konnen z. B. Reinigungsluftbla- 
sen zwischen zwei Fluiden in den Kapillaren oder eine Far- 
bung der einzelnen Fluide verwendet werden. 

Fur die lichtinduzierte Abspaltung von Schutzgruppen 
wahrend der Synthese von DNA-Oh'gos auf dem Chip kann 
eine LCD-Hintergmndlichtquelle dienen, die die notwen- 
dige Wellenlange von 365 nm erzeugt Die benotigten Lei- 
stungen sind gering. 

Die Detektion der Nachweisreaktion im FCC-Chip kann 
ebenfalls in der Inspektionseinheit erfoigen. Wenn der 
Nachweis iiber Fluoreszenzmarker realisiert wird, miiBte 
hierzu ggf. die Hintergrundbeleuchtung gewechselt werden 
(automatisch moglich). Gegebenenfalls kommen hier auch 
neue Detektionsverfahren zum Einsatz, welche erst durch 
die extrem flexible, individuelle Anstrahlung und Detekuon 
des einzelnen MeBpunktes moglich werden. 

Fiir eine Standard-Hybridisierung von DNA-, RNA- und 
PNA-Strangen miteinander bendugt man vorzugsweise eine 
Temperatur von ca. 55-65°C Im einfachsten Fall kann diese 
Temperatur durch die abgestrahlte Energie der LCD-Einheit 
erzeugt werden (Abwarme und Wellenlange). Damit lieBe 
sich eine wcitcre Kompakuerung dcr Anordnung erreichen. 
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Fig. 1 zeigt in ciner stark schcmatisicrten Draufsicht ci- 
nen FCC-Chip (Trager) nach der Erfindung. 

Fig. 2 zcigt Beispielc fiir Kapillaranordnungen in einem 
FCC-Chip nach der Erfindung. 

Fig. 3 zcigt eine schcmatische Darstellung eincs FCC- 5 
Chips in einer Inspcktionscinheit aus LCD-Matrix und 
CCD-Matrix. 

Fig. 1 zcigt den transparcnten Trager (FCC-Chip) in einer 
Draufsicht in stark schematisiertcr Weise. 

Man erkennt die parallel zueinander verlaufenden Kapil- to 
larcn 1, bci spiels weise 500 Kapillarcn mit einer Lange von 
37 nm. Mit T. G. A, C sind in Fig. 1 Reservoirs fiir die ein- 
zelncn EinsatzstorYc (Bascn) bezeichnet. Mit 3 ist der Luft- 
cinlafi bezeichnet. 5 kennzeichnet ein Ventil. 7 kennzeichnet 
die Probeneingabe und mit 9 ist ein Zugang fiir Reinigungs- 15 
AVaschflussigkeit bezeichnet. 

In Fig. 2 sind schematise!! wcitere Beispiele fiir Kapillar- 
anordnungen dargcstcllt. 

Fig. 3 zeigt den FCC-Chip nach Fig. 1 in ciner Inspckti- 
onscinheit aus LCD- Matrix und CCD- Matrix, wie sic weiicr 20 
oben bereits angesprochen wurde. 

Patent anspruche 

1. Trager fur Analytbcstimmungsverfahren umfassend 25 
einc Vielzahl von Kanalcn, insbesondcre Kapillarkana- 
len, wobei in den Kanalcn cine Vielzahl von unter- 
schicdlichen Rczeptorcn immobilisicrt ist. 

2. Trager nach Anspruch I, dadurch gekennzeichnet, 
daB er definierte Flachenbereichc rnit jeweils gleichen 30 
Rezeptorspezies enthalt. 

3. Trager nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Kanale auf mindestens einer Trager- 
oberflachc angeordnet sind. 

4. Trager nach cinem der Ansprtlchc 1-3, dadurch ge- 35 
kennzeichnet, daB die Rezcptoren aus Nuklcinsaurcn 
und Nukleinsaureanaloga ausgewahlt sind. 

5. Trager nach cinem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB er zumindest im Bereich der Ka- 
nale opusch transparent ist. 40 

6. Verfahrcn zur Herstcllung cines Triigers nach cinem 
der Anspruche 1 bis 5, umfassend die Schritte 

(a) Bereitstellen eines Tragerkftrpers umfassend 
mindestens einen Kanal, 

(b) Leiten von Fliissigkeit mit Bausteinen fiir die 45 
Synthese polymerer Rczeptorcn durch den Kanal 
oder die Kanale des Tragcrkbrpcrs, 

(c) orts- oder/und zeitspezifisches Immobilisie- 
ren der Rezeptorbausteine an jeweils vorbestimm- 
ten Positionen in dem Kanal oder in den Kanalen 50 
und 

(d) Wiederholen der Schritte (b) und (c) bis die 
gewunschten Rezeptoren an den jeweils vorbe- 
stimmten Positionen synthetisiert worden sind. 

7. Verfahrcn nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 55 
net t daB man einen Trager herstellt, der definierte Fla- 
chenbereiche mit jeweils gleichen Rezeptorspezies ent- 
halt. 

8. Verfahren nach den Anspriichen 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Kanale auf mindestens einer 60 
Trageroberflache angeordnet sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Trager eine Vielzahl 
von Kanalen enthalt, die vorzugsweise parallel zuein- 
ander angeordnet sind. 65 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren aus Nukle- 
insauren und Nukleinsaureanaloga ausgewahlt werden. 



11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Rezeptorbausteine aus Nukleotiden, 
Oligonuklcotiden, Nukleotidanaloga und Oligonukleo- 
tidanaloga ausgewahlt werden. 

12. Verfahrcn nach einem der Anspriiche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Rezeptoren aus Poly- 
peptiden ausgewahlt werden. 

13. " Verfahren -nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Rezeptorbausteine aus Aminosaurcn 
und Pcptiden ausgewahlt werden. 

14. Verfahrcn nach einem der Anspriiche 6 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, daB das orts- oder/und zcitspe- 
zifische Immobilisieren der Rezeptorbausteine durch 
Bclichten crfolgt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, das Belichten iiber cine programmierbarc 
Lichtqucllenrnatrix crfolgt. 

16. Verfahrcn nach einem der Anspruche 6 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet, daB das orts- oder/und zeitspe- 
zifische Immobilisieren der Rezeptorbausteine durch 
Benetzung mit einem aktivierenden Fluid untcr steuer- 
barer Auswahl der aktiviertcn Positionen erfolgt. 

17. Verfahrcn nach einem der Anspruche 6 bis 16, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Muster der polymcren 
Rczeptorcn durch eine Computerprogammierung fest- 
gelegt wird. 

18. Verfahren nach cinem der Anspriiche 6 bis 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB man den Trager zur Bcstim- 
mung von Analyten in einer Probe verwendet. 

19. Verwendung des Tragers nach cinem der Ansprii- 
che 1-5 in einem Verfahren zur Bestimmung von Ana- 
lyten in einer biologischen Probe. 
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